



















livestock.  Systematic  antigenic  variation  by  the  parasite  has  undermined  prospects  for  the 
development  of  a  protective  vaccine  that  targets  the  immunodominant  surface  antigens, 
encouraging  exploration of alternatives. The paraflagellar  rod  (PFR),  constituent proteins of  the 
flagellum,  are prominent  non‐variable  vaccine  candidates  for  T.  evansi  owing  to  their  strategic 
location. Two major PFR constituent proteins, PFR1 (1770bp) and PFR2 (1800bp), were expressed 
using Escherichia coli. Swiss albino mice were  immunized with the purified recombinant TePFR1 











Trypanosomosis or  surra,  caused by  the unicellular hemoflagellate Trypanosoma  evansi,  is an 
economically  significant  disease  of  livestock  and  companion  animals.  The  infection  has  wide 
prevalence in Asia, Africa, Central and South America, and parts of Europe [1–5]. The chronic form 
of the disease is common in South Asian cattle and buffalo, where it exerts a considerable economic 
impact.  Infected  livestock can suffer an  increased  risk of abortion,  infertility,  reduced milk yield, 
weight loss, and reduced draught capabilities [1,6,7]. Recent reports on T. evansi as a rare cause of 









parasite  during  infection  has  limited  their  value  as  vaccine  candidates  [15–18].  In  response  the 
invariant antigens, which are covert, have attracted attention as vaccine candidates against surra 
[10,19,20].  The  paraflagellar  rod  (PFR)  proteins  are  unique  among  the  kinetoplastids  and  their 
heteropolymers form the building blocks of the flagellum [21]. The PFR proteins provide support for 
the metabolic  regulators  that may  influence  the  flagellar movement of  trypanosomes  [22,23]. The 
structural  dissimilarity  of  the  kinetoplastid  PFRs  to  proteins  of mammalian  cells,  such  as  actin, 
tubulin, and intermediate filament proteins, reduces the risk of immunological cross‐reactivity [24–
26] and an autoimmune response [27]. The conserved nature of the kinetoplastid PFR genes offers 
the prospect  of developing  a  vaccine  against multiple Trypanosoma  species. Here, we have used 
laboratory bred Swiss albino mice as hosts to test vaccine efficacy and responses. The mouse has been 

















an amplitude of 15 for 30 sec using 10 cycles on  ice, with an  inter‐cycle  interval of 30 sec. Phenyl 
methyl sulfonyl fluoride (PMSF) was added to the cell suspension at a final concentration of 0.1 mM 





















manufacturer’s protocol. The PCR product was double digested  in parallel with  the pET‐32a  (+) 
expression vector using EcoR1 and Nco1 at 37 °C to facilitate directional cloning. The PFR 1 fragment 
was  ligated to pET‐32a  (+) expression vector  for  transformation of competent Escherichia coli BL21 



















The  recombinant  TePFR1  and  TePFR2  proteins  were  resolved  by  SDS  PAGE  and 
electrotransferred  to  nitrocellulose membrane.  The  identity  of  the  histidine  tagged  recombinant 











combination,  through  intramuscular  injection  in  the  thigh muscle.  The mice  in  Group  IV were 
immunized with Trypanosoma evansi whole cell lysate (TeWCL) antigen. The proteins were emulsified 



























The  humoral  IgG,  IgM,  IgG1,  IgG2a,  and  IgG2b  responses  were  assayed  by  ELISA  post‐
immunization and challenge. Serum samples were collected at weekly intervals, and pooled group‐
































using  Duncan’s  multiple  range  test  using  SPSS  11.0  software  and  the  p‐value  ≤  0.05  denoted 
significant difference. 
2.9. Ethics Statement 


































survival  following challenge by 1 × 102 T.  evansi blood stream  forms. Mice were  immunized with 















































































which mortality  begun  to  undermine  representative  group  sizes.  The  arrow  denotes  the  day  of 
challenge. 
IgG




































































































































































































































































with  that  of  the  native  T.  evansi whole  cell  lysate  antigen  immunized  group  (Group  IV). Data 
presented as Mean±SEM from the surviving mice in each group. Note, day 42 (equivalent to 14 days 





The molecular basis of antigenic variation  in Trypanosoma evansi  is known  to a  large extent, but a 
foolproof  strategy  for  blocking  or  responding  to  the  sequential  expression  of  variable  antigenic 
surface epitopes in vivo has not yet been successful. Therefore, identification of non‐variable proteins 
TNF-




























































































































rod  proteins,  beta  tubulins  and  flagellar  pocket  antigens,  are  promising  vaccine  targets 
[15,20,28,41,42]. The  free  flagellum  contributes  to  trypanosome motility  and  is  essential  for  their 
survival  in  the host blood  and  tissue  fluid. Once  established  in  its host  the parasite proliferates 
























complement  better  than  IgG1. While  circulating  antibodies  commonly mediate  effector  immune 
mechanisms against extracellular pathogens like trypanosomes, a combination of both T and B‐cells 
are required for an effective response [19]. Although we did not make any attempt to quantify the 
concentration of  the PFR1 and 2 proteins  in  the native T. evansi whole cell  lysate preparation, the 
rTePFR  immunized  mice  showed  immunoreactivity  to  the  native  protein  in  ELISA  (data  not 
presented). The processing of immunolyzed parasites might be the source of otherwise hidden PFR 
proteins inducing a polyclonal activation. 
Quantifying  circulating  levels  of  cytokines  can  provide  important  information  on  the 
pathogenesis  of  disease  [57,58].  The  broad  dynamic  range  of  fluorescence  detection  via  flow 
cytometry and the efficient capturing of analytes via suspended particles enable the BD CBA assay 
employed here  to measure  the concentration of an unknown  in substantially  less  time and using 
fewer  sample  dilutions  than  a  conventional  ELISA  methodology.  TNF‐α  has  previously  been 




observations  have  been  recorded  elsewhere  [7,28,42,59,63,64].  However,  the  elevated  serum 




primarily secrete  IFN‐γ, which plays a vital role  in  innate  immunity due  to  its pro‐inflammatory 
properties and acts as an inducer of the adaptive immune response. The IFN‐γ induced macrophages 









The  increased  serum  concentration of  IL‐10,  IL‐4,  and  IL‐5, prominent  cytokines  in  the Th2 
pathway, was indicative of a balanced T‐helper cell response in the immunized mice. IL‐4 has a role 
diverting  T‐helper  cells  towards  a Th2  response, while  IFN‐  inhibits  IL‐4  and  its  effects.  Early 
regulation of cytokines in the Th1 and Th2 pathways helps avoid a polarized immune response with 












evidenced by  circulating blood Th1 and Th2  cytokine profiles, as well as a humoral  IgG  isotype 
response. Although the immune response elicited by the rTePFR proteins could not save the mice 









TePFR1  and  TePFR2. Lane M:  100  bp  plus DNA marker, Lane  1: Amplified  1800bp  full  length  nucleotide 
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